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Neue Modulatoren des P2X7-Rezeptors
Universität Leipzig, Dissertation
76 S., 91 Lit., 1 Abb., 3 Anlagen
Referat: 
P2X7-Rezeptoren  stellen  Schlüsselmoleküle  bei  der  Entstehung  und  Aufrechterhaltung 
proinflammatorischer  Zustände,  chronischer  Schmerzen  sowie  der  neuroglialen 
Kommunikation  dar.  Ihre  Aktivität  wird  durch eine  Vielzahl  zellbiologischer  Mechanismen 
beeinflusst. Dazu gehört die allosterische Modulation durch extrazelluläre niedermolekulare 
Stoffe.  Die Entwicklung selektiver  und potenter P2X7-Modulatoren ist  darum Gegenstand 
intensiver  Forschung.  Bisher  sind  jedoch  keine  Pharmaka  für  die  klinische  Anwendung 
verfügbar.
Die  Untersuchung  zugelassener  pharmakologischer  Substanzen  in  einem  akademischen 
Screening erbrachte eine hohe Trefferrate für P2X7-Rezeptoren. In dieser Arbeit  wird die 
P2X7-Wirkung einiger  der potentesten allosterischen Modulatoren genauer charakterisiert. 
Das Antihistaminikum Clemastin stellt dabei einen positiven allosterischen Modulator dar, der 
den  Rezeptor  gegenüber  niedrigeren  ATP-Konzentrationen  sensibilisiert.  Ivermectin,  ein 
häufig angewendetes Anthelminthikum, konnte als potenzierender Modulator des humanen 
P2X7-Rezeptors  charakterisiert  werden.  Mit  den  Phenothiazinen  Prochlorperazin  und 
Trifluoperazin zeigen sich schließlich  ZNS-gängige Inhibitoren der ATP-induzierten P2X7-
Aktivität,  die  für  weiterführende  in  vivo-Untersuchungen  hilfreiche  pharmakologische 
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Überblick über die purinerge Signalübertragung
ATP  ist  eines  der  wichtigsten  Moleküle  im  Energiehaushalt  der  Zellen.  Seine  Rolle  als 
Energieüberträger  ist  lange  bekannt  und  unumstritten.  Erste  Hinweise  darauf,  dass  ATP 
auch in der extrazellulären Signalübertragung eine wichtige Rolle spielt, ergaben sich aus 
Arbeiten  von  Szent-Györgyi,  welche  zeigten,  dass  Adenosinderivate  Einfluss  auf  das 
kardiovaskuläre  System  haben  (Drury  und  Szent-Györgyi,  1929).  Etwa  40  Jahre  später 
zeigten  Burnstock  und  Kollegen  erstmals,  dass  ATP  direkt  als  Transmitter  in  der 
neuromuskulären  Signalübertragung  fungiert  (Burnstock,  1972).  Diesem,  als  „Purinerge 
Hypothese“ bezeichneten Konzept, wurde mit großer Skepsis und Ablehnung begegnet, bis 
die  ersten purinergen  Rezeptoren  in  den  frühen 1990er  Jahren kloniert  werden  konnten 
(Lustig et al., 1993; Webb et al., 1993; Surprenant et al., 1996). Seitdem kam es zu einem 
rasanten Wachstum der Forschung rund um Nukleotide und purinerge Signalübertragung, 
auch  weil  sich  die  Transmitter  und  Rezeptoren  als  vielversprechende  Ziele  der 
pharmakologischen Therapie herausstellten (Burnstock, 2006). 
Man  unterscheidet  2  Subfamilien  von  ATP-Rezeptoren:  die  liganden-gesteuerten 
Ionenkanäle  der  P2X-Rezeptoren  und  die  G-Protein-gekoppelten  P2Y-Rezeptoren.  Die 
Gruppe  der  P2X-Rezeptoren  umfasst  sieben  Mitglieder,  P2X1-P2X7.  Die  einzelnen 
Subtypen bilden durch Homo- oder Heterotrimerisierung einen Rezeptor.  Jede Rezeptor-
untereinheit besitzt einen intrazellulären N- und C-Terminus, zwei Transmembransegmente 
(TM1 und TM2) und eine lange extrazelluläre Schleife, die an der Agonistenbindung beteiligt 
ist. (Jarvis und Khakh, 2009; Kawate et al., 2009). Allen gemeinsam ist die Eigenschaft, auf 
die extrazelluläre Bindung von 2 oder 3 ATP-Molekülen (Browne und North, 2013) mit einer 
Leitfähigkeitserhöhung  für  Kationen  zu  reagieren.  Dies  geschieht  innerhalb  von  wenigen 
Millisekunden durch irisartige Auswärtsrotation der Transmembranhelices  mit  Ausprägung 
einer für Natrium- (Na+), Kalium- (K+), und Calcium-Ionen (Ca2+) leitfähigen Kanalpore durch 
die  TM2.  Der  Na+- und  Ca2+-Einstrom  in  den  Kanal  kommt  dabei  über  eine  laterale 
Fenestrierung  in  der  extrazellulären  Domäne  nahe  der  Zellmembran  zustande  (Abb.  1) 
(Kawate et al., 2009; Li et al., 2010). In der andauernden Gegenwart von ATP zeigen P2X2-, 
P2X4- und P2X7-Rezeptoren nach einigen Sekunden eine Erweiterung der Rezeptorpore. 
Dieser als „Porendilatation“ oder Sensibilisierung bezeichnete Zustand des Rezeptors weist 
eine  zusätzliche  Permeabilität  für  große  organische  Kationen  wie  N-methyl-D-glucamin 
(NMDG+)  und Yo-Pro-1 auf  (Khakh und Lester,  1999).  Bei  P2X3-  und P2X1-Rezeptoren 
kommt  es  hingegen  bei  andauernder  Gegenwart  des  Agonisten  ATP  durch 
Desensibilisierung  zu  einem  Schließen  des  Ionenkanals  (Khakh  et  al.,  1999a). 
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Rezeptoröffnung,  Porendilatation  und  Desensibilisierung  von  P2X-Rezeptoren  sind 
Gegenstand intensiver Forschung. Ein Meilenstein im Verständnis war die Veröffentlichung 
der  Kristallstruktur  des  P2X4-Rezeptors  des  Zebrafisches  im  geschlossenen  bzw.  ATP-
gebundenen, offenen Zustand (Abb. 1) (Kawate et al., 2009; Hattori und Gouaux, 2012). 
Abbildung 1: Architektur des P2X4-Rezeptors des Zebrafisches. Gezeigt ist der trimere,  
N-  und  C-terminal  trunkierte  Rezeptor  im  geschlossenen  (a)  sowie  ATP-gebundenen,  
offenen Zustand (b). Die einzelnen Untereinheiten sind in verschiedenen Farben dargestellt,  
Kalottenmodelle des ATP sind an den entsprechenden Bindestellen eingefügt. Der schwarze  
Pfeil  zeigt  auf  die  laterale  Fenestration,  über  welche  die  aus  dem  Extrazellulärraum 
einströmenden  Kationen  Zugang  zur  Rezeptorpore  finden.  (Modifiziert  nach  Hattori  und  
Gouaux, 2012)
Der P2X7-Rezeptor unterscheidet sich in vielen Eigenschaften maßgeblich von den anderen 
Mitgliedern  der  P2X-Superfamilie.  Mit  595  Aminosäuren  (AS)  ist  der  P2X7-Rezeptor  der 
Ratte über 100 AS größer als alle  anderen P2X-Subtypen. Die zusätzlichen AS sind vor 
allem  im  C-Terminus  des  Rezeptors  lokalisiert.  Eine  Beteiligung  an  Regulations-
mechanismen sowie der speziellen Rezeptorkinetik wird diskutiert. So konnte beispielsweise 
gezeigt  werden,  dass  eine  C-terminal  verkürzte  Form  des  Rezeptor  nicht  funktional  ist 
(Becker  et  al.,  2008). Eine  weitere  Besonderheit  sind  die  sehr  hohen  Agonist-




Konzentration  (EC50)  für  ATP  mit  300  µM  ca.  100-fach  höher  als  bei  anderen  P2X-
Rezeptoren  (Surprenant  et  al.,  1996;  Jarvis  und  Khakh,  2009). Die  ATP-abhängige 
Rezeptoraktivierung  und  die  daraufhin  elektrophysiologisch  messbaren  Ströme  können 
durch eine extrazelluläre Erniedrigung der Konzentration von divalenten Kationen, vor allem 
Ca2+ und Magnesium-Ionen (Mg2+), stark erhöht werden. Dabei wirkt Ca2+ offensichtlich als 
negativ allosterischer Modulator  (Yan et  al.,  2011). Wird der Rezeptor repetitiv  stimuliert, 
führt  dies in elektrophysiologischen Experimenten zu einem charakteristischen run-up der 
Einwärtsströme und einer Linksverschiebung der Agonistenaffinität. (Chessell et al., 1998; 
Yan  et  al.,  2010;  Nörenberg  et  al.,  2012). Mit  der  Rezeptordilatation  assoziiert  ist  das 
sogenannte „membrane-blebbing“, welches im Zusammenhang mit der Apoptose von Zellen 
beobachtet wird (Verhoef et al., 2003).
Pathophysiologische Bedeutung des P2X7-Rezeptors
Die P2X-Rezeptor-Isoformen werden in vielen verschiedenen Zellen exprimiert, zeigen aber 
ein  spezifisches  Verteilungsmuster.  P2X7-Rezeptoren  finden  sich  vor  allem  in  Zellen 
hämatopoetischen  Ursprungs,  wie  Monozyten,  Makrophagen,  dendritischen  Zellen  und 
Mastzellen,  sowie  in  Gliazellen  des  zentralen  Nervensystems  (ZNS)  wie  Mikroglia, 
Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen (Collo et al., 1997; Franke et al.,  2001; 
Chen  et  al.,  2008;  Khakh  und  North,  2012). Die  Expression  und  Funktion  von P2X7 in 
Neuronen ist Gegenstand heftiger Debatten, da die Datenlage dazu bisher widersprüchlich 
ist  (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). Zudem finden sich P2X7-Rezeptoren in verschiedenen 
epi- und endothelialen Zellen (Schwiebert et al., 2002; Garcia-Marcos et al., 2006).
Entsprechend  der  ausgeprägten  Genexpression  in  Immunzellen  sind  P2X7-Rezeptoren 
maßgeblich  an  der  Funktion  des  Immunsystems  und  der  Regulation  von  Entzündungs-
antworten beteiligt.  In Makrophagen führt  die Rezeptoraktivierung vor allem zur Induktion 
zahlreicher proinflammatorischer Signalkaskaden. So kommt es über den P2X7-vermittelten 
Efflux von K+ zu einer  Aktivierung der  Caspase 1, welche durch gezielte  Proteolyse das 
31 kDa große Prä-Interleukin-1 beta (IL-1β) in die reife Form (17,5 kDa) spaltet, die dann von 
den Zellen freigesetzt wird und biologisch aktiv ist (Hazuda et al., 1990; Ferrari et al., 1997). 
Weitere  P2X7-vermittelte  Effekte  in  Makrophagen  sind  die  Freisetzung  von  Tumor-
nekrosefaktor alpha (TNFα), die  Produktion von Stickstoffmonooxid (NO) (Sperlágh et al., 
1998; Hung et al., 2013), der Einleitung der Apoptose (Surprenant et al., 1996; Chow et al., 
1997)  sowie  die  Stimulation  der  Phagosom-Lysosom-Fusion  über  die  Aktivierung  der 
Phospholipase D (Miller et al., 2011). Letzteres spielt in der Pathogenese der Tuberkulose 
eine  wichtige  Rolle.  Auch  wenn  die  Datenlage  dazu  noch  nicht  eindeutig  ist,  konnten 
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verschiedene P2X7-Rezeptor-Polymorphismen als Risikofaktor für die Erkrankung an einer 
Lungentuberkulose identifiziert werden (Areeshi et al., 2013; Wu et al., 2014).
Weiterhin spielen P2X7-Rezeptoren bei der Entstehung chronischer Schmerzen eine Rolle. 
P2X7-Rezeptor-knock-out-Mäuse  (P2X7-KO),  bei  denen  mit  Hilfe  eines  monoklonalen 
Antikörpers gegen Kollagen eine Arthritis induziert wurde, zeigen eine deutlich verringerte 
Schmerzempfindlichkeit und eine verringerte Knorpelzerstörung als der Wildtyp (Solle et al., 
2001;  Labasi  et  al.,  2002).  Außerdem  konnte  ein  Fehlen  von  neuropathischen  und 
entzündlich bedingten, chronischen Schmerzen sowie eine verringerte  IL-1β-Produktion im 
P2X7-KO  in  vivo gezeigt  werden  (Chessell  et  al.,  2005).  Des  weiteren  zeigte  sich  in 
verletzten Nervenendigungen von Patienten, die unter neuropatischen Schmerzen litten, eine 
erhöhte P2X7-Rezeptorexpression (Chessell et al., 2005). Im Gegensatz dazu konnte jedoch 
keine  Beteiligung  von  P2X7  bei  der  Entstehung  von  tumor-  bzw.  metastasenbedingten 
Knochenschmerzen  nachgewiesen  werden.  Ein  Grund  dafür  könnte  die  geringere 
entzündliche Komponente unter diesen Bedingungen sein (Chessell et al., 2011).
In  zahlreichen  Studien  konnte  auch  eine  wichtige  Bedeutung  von  P2X7-Rezeptoren  für 
physiologische als auch pathologische Prozesse des ZNS gezeigt werden (Khakh und North, 
2012).  Wichtige  neuropathologische  Zustände,  in  denen  P2X7  eine  Rolle  spielt,  sind 
Rückenmarksverletzungen (Wang et al., 2004; Peng et al., 2009), Multiple Sklerose (Matute 
et al., 2007; Sharp et al., 2008), sowie der zerebrale Insult (Franke und Illes, 2014). Allen 
diesen Zuständen gemeinsam ist eine überschießende Entzündungsreaktion mit verstärkter 
neuronaler  Degeneration.  Es  wird  davon  ausgegangen,  dass  eine  P2X7-Aktivierung  mit 
konsekutiver Freisetzung von  IL-1β maßgeblich an diesem proinflammatorischen Zustand 
beteiligt ist  (Kaczmarek-Hájek et al., 2012). Dies konnte durch Experimente am P2X7-KO-
Modell  belegt  werden,  auch  wenn  es  an  unterschiedlichen  knock-out-Linien  z.T. 
widersprüchliche Ergebnisse gab. So zeigte die durch die Firma GlaxoSmithKline etablierte 
P2X7-KO-Maus  mit  experimentell  erzeugter  Autoimmunenzephalomyelitis  (EAE),  einem 
Modell  für  die  Multiple  Sklerose,  einen  langsameren  Krankheitsprogress  als  der  Wildtyp 
(Sharp et al.,  2008). Im Gegensatz dazu entwickelte der P2X7-KO, welcher  durch Pfizer 
hergestellt  wurde,  eine schwerere  klinische  und pathologische Manifestation  der  EAE im 
Vergleich  zum Wildtyp  (Chen  und Brosnan,  2006).  Auch beim Morbus Parkinson ist  die 
Datenlage nicht eindeutig (Hracskó et al., 2011; Carmo et al., 2014). Beim hämorrhagischen 
und  ischämischen  Hirninfarkt  konnte  durch  P2X7-Blockade  im  Tiermodell  ein 
neuroprotektiver Effekt erzielt  werden (Lämmer et al.,  2011; Chen et al.,  2013; Yu et al., 
2013). Andere Arbeiten wiederum zeigten im Ischämiemodell einen Vorteil der Aktivierung 
von P2X7 (Yanagisawa et al.,  2008; Bindra et al.,  2014). Weitere chronisch degenerative 
ZNS-Erkrankungen,  bei  denen  eine  P2X7-Beteiligung  diskutiert  wird,  sind  der  Morbus 
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Alzheimer (Sanz et al., 2009), Chorea major Huntington (Díaz-Hernández et al., 2009) sowie 
neuropsychiatrische Erkrankungen aus der Gruppe der affektiven Störungen (Depression) 
sowie der Schizophrenie (Lucae et al., 2006; Basso et al., 2009; Roger et al., 2010b; Skaper 
et al., 2010; Wilkinson et al., 2014). Auch hier gibt es Hinweise auf eine inflammatorische 
Komponente in der Ätiopathogenese dieser Erkrankung. Sowohl im Tiermodell, als auch bei 
Patienten mit Schizophrenie konnten erhöhte IL-1β-Konzentrationen im Serum und im Liquor 
nachgewiesen werden (Söderlund et al., 2009; Song et al., 2009). Insgesamt werden weitere 
Arbeiten  benötigt,  um  die  Bedeutung  von  P2X7-Rezeptoren  für  diese  verschiedenen 
Erkrankungen  eindeutig  zu  klären.  Dies  ist  klinisch  relevant,  da  sich  daraus  neue 
Behandlungsansätze  für  bisher  nur  unzureichend  therapierbare  Krankheiten  ergeben 
könnten.
Speziesspezifische Eigenschaften des P2X7-Rezeptors
Gewisse  Probleme  bestehen  jedoch  bei  der  Übertragung  von  Beobachtungen  aus  dem 
Tiermodell  auf  den Menschen.  Einen Grund dafür bildet  die Speziesspezifität  zahlreicher 
P2X7-Charakteristika.  So  zeigen  humane  P2X7-Rezeptoren  (hP2X7)  bei  repetitiver  oder 
andauernder  ATP-Stimulation  einen  deutlich  langsameren  run-up  der  Einwärtsströme 
verglichen mit dem orthologen Rezeptor der Ratte (Roger et al., 2010a). Auch findet sich bei 
P2X7-Rezeptoren  der  Ratte  (rP2X7)  eine  deutlich  raschere  Aufnahmekinetik  der  DNA-
Farbstoffe Yo-Pro-1 und Ethidiumbromid als bei Rezeptoren des Menschen oder der Maus 
(Hibell et al., 2001). Es gibt eine Reihe speziesselektiver, negativer P2X7-Modulatoren, wie 
beispielsweise  Brilliant  Blue G,  KN-62 (Donnelly-Roberts  et  al.,  2009) oder  AZ11645373 
(Stokes  et  al.,  2006).  GW791343  ist  ein  negativer  allosterischer  Modulator  des  hP2X7, 
während es auf rP2X7 als positiver allosterischer Modulator wirkt (Michel et al., 2008). Für 
murine  P2X7-Rezeptoren  wurde  außerdem  ein  ATP-unabhängiger  Weg  der  Aktivierung 
durch  NAD-abhängige  ADP-Ribosylierung  von  Argininresten  der  Rezeptorektodomäne 
beschrieben. Diese Modifikation wird durch ADP-Ribosyltransferasen katalysiert, welche in 
humanen Zellen nicht exprimiert werden (Seman et al., 2003; Hong et al., 2009; Schwarz et 
al., 2012).
P2X7-Rezeptoren in der Pharmakotherapie
Aufgrund  der  umfassenden  Beteiligung  von  P2X7-Rezeptoren  an  pathophysiologischen 
Prozessen, stellen sie eine interessante neue Zielstruktur für die pharmakologische Therapie 
dar. In der präklinischen Forschung gibt es inzwischen einige potente P2X7-Antagonisten 
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(Alves  et  al.,  2013).  Bisher  sind  jedoch  noch  keine  P2X7-Rezeptor-Antagonisten  oder 
-Agonisten im klinischen Gebrauch. 
Die  umfangreichste  Datenlage  bezüglich  der  klinischen  Testung  von  P2X7-Rezeptor 
Antagonisten existiert für die Behandlung der rheumatoiden Arthritis (RA). Die RA ist eine 
schwere, chronisch-destruktiv verlaufende systemische Entzündungsreaktion der Gelenke. 
Verschiedene  Zellen  sind  an  der  Gelenkzerstörung  beteiligt,  darunter  Fibroblasten, 
Makrophagen und aktivierte Lymphozyten (Alves et al.,  2013). Alle exprimieren purinerge 
Rezeptoren, einschließlich P2X7. IL-1β ist neben anderen Zytokinen ein Schlüsselmolekül in 
der Aufrechterhaltung des Entzündungsprozesses bei RA (Braddock et al., 2004). So zeigen 
Monozyten von Patienten mit RA nach ATP-Stimulation eine verstärkte Sekretion von IL-1β, 
verglichen  mit  Monozyten  einer  gesunden  Kontrollgruppe  (Al-Shukaili  et  al.,  2008).  Ein 
Grund dafür  könnte ein single nucleotide-Polymorphismus (SNP) im P2X7-Gen sein,  der 
gehäuft in Immunzellen von RA-Patienten nachgewiesen werden konnte (Portales-Cervantes 
et al.,  2010). Eine Blockade von P2X7 sollte daher eine Option in der Pharmakotherapie 
dieser  Erkrankung  sein.  Bisher  wurden  zwei  Substanzen  in  Phase  II-Studien  getestet, 
AZD9056 und CE-224,535. Vorläufige Ergebnisse zeigten jedoch keinen signifikanten Effekt 
auf die Krankheitsprogression der RA (Keystone et al.,  2012; Stock et al.,  2012), sodass 
weitere Studien nötig sind, um die Bedeutung einer P2X7-Blockade am Menschen zu klären.
Des weiteren stellen P2X7-Rezeptoren Zielmoleküle für die Therapie inflammatorischer und 
neuropathischer Schmerzen dar. Es existieren einige präklinische Studien für verschiedene 
Substanzen, die einen analgetischen und antiinflammatorischen Effekt im Tiermodell zeigen 
konnten. Beispiele sind A438079 (McGaraughty et al., 2007) und A740003 (Honore et al., 
2006). Die Firma Affectis hat einen ZNS-gängigen, oralen applizierbaren P2X7-Antagonisten 
entwickelt,  dessen  Indikationsprofil  derzeit  neuropathische  Schmerzen  und  die  Multiple 
Sklerose umfasst  (Bös, 2009). Humanstudien zu diesem Stoff stehen aus. Ob und welche 
dieser Substanzen einmal therapeutischen Nutzen finden werden, ist derzeit noch offen. 
Rationale der Studie 
Mit dem Ziel, neue P2X7-Modulatoren zu finden, wurde eine Substanzbibliothek (Spectrum 
Collection)  mit  1040 zugelassenen  pharmakologischen  Wirkstoffen,  800 Naturstoffen und 
weiteren 160 Modulatoren und Toxinen in einem akademischen Screening untersucht. Es 
fanden sich  118 primäre Treffer,  die  den P2X7-vermittelten  Ca2+-Einstrom in  einer  stabil 
transfizierten HEK293-Zelllinie (HEKhP2X7) entweder verstärkten oder unterdrückten. 46 dieser 
Stoffe  konnten  in  weiteren  Untersuchungen  in  ihrer  Wirkung  bestätigt  werden.  10 
Substanzen  wirkten  potenzierend,  darunter  das  H1-Antihistaminikum  Clemastin  und 
Naturstoffe  wie  Garcinolsäure.  Als  P2X7-Antagonisten  zeigten  sich  34  Stoffe,  wobei  die 
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Perazine Prochlorperazin (PCP) und Trifluoperazin (TFP), aber beispielsweise auch das in 
der traditionellen chinesischen Medizin eingesetzte Tanshinon IIA-Sulfonat eine hohe Potenz 
zeigten.  Außerdem  konnten  unter  den  positiven  Treffern  mit  DIDS,  Brilliant  Blue  G, 
Polymyxin B und Suramin auch bereits bekannte P2X7-Modulatoren re-identifiziert werden, 
was die Qualität des Screenings verifiziert. 
Aufgrund der bereits erwähnten Bedeutung von P2X7-Rezeptoren in der Pathophysiologie 
verschiedener Erkrankungen wurden die nach ersten Untersuchungen sehr potenten P2X7-
Modulatoren Clemastin, Ivermectin sowie PCP und TFP in weiteren Arbeiten an HEKhP2X7-
Zellen genauer charakterisiert. Um die Wirkung dieser Stoffe an nativen P2X7-Rezeptoren 
zu zeigen,  folgten Untersuchungen an humanen Makrophagen und Astrozyten der Ratte. 
Erste  Hinweise  auf  eine  Beeinflussung  inflammatorischer  Prozesse  konnten  durch  eine 
Beeinflussung der IL-1β-Freisetzung durch Clemastin an humanen Makrophagen gefunden 
werden. Somit wurden durch das Screening P2X7-wirksame Pharmaka gefunden, welche 
durch  Ihre  etablierte  Stellung  im  Arzneimittelmarkt  einerseits  direkt  für  weitere  klinische 
Untersuchungen  bereit  stehen,  andererseits  aber  auch  Grundstrukturen  für  die  weitere 
Wirkstoffoptimierung darstellen könnten. 
Clemastin
Clemastin ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der Antihistaminika der ersten Generation. Es 
bindet  als  kompetitiver  Antagonist  an  H1-Histaminrezeptoren  und  wird  bei  allergischen 
Reaktionen, wie der Behandlung der allergischen Rhinitis, der Urtikaria, bei Pruritus und dem 
anaphylaktischen Schock eingesetzt.  Als  unerwünschte  Arzneimittelwirkung tritt  vor  allem 
eine Sedierung auf, welche durch die zentrale Wirkung von Clemastin begründet ist. Da die 
H1-Antihistaminika  der  ersten  Generation  auch  einen  unspezifischen  Effekt  auf  andere 
Rezeptoren wie muscarinerge Acetylcholinrezeptoren haben, können auch Mundtrockenheit, 
Übelkeit,  Schwindel,  Miktionsstörungen  und  Akkomodationsstörungen  beobachtet  werden 
(Arzneimittelinformation Tavegil).
Ivermectin
Ivermectin ist ein sicheres und sehr effektives Anthelminthikum mit breitem Wirkspektrum. Es 
wird mit  großem Erfolg vor allem in der Behandlung der Onchozerkose verwendet,  einer 
Filarieninfektion die in tropischen Gebieten Afrikas und Amerikas auftritt  und bei 10% der 
Erkrankten zur Flussblindheit führt. Ivermectin reduziert die Inzidenz der Flussblindheit um 
bis zu 80%. Als kostengünstiges und gut verträgliches Medikament wurde es dabei in großen 
Gesundheitskampagnen eingesetzt. Seit 2012 ist Ivermectin in den USA auch als Lösung zur 
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einmaligen topischen Anwendung im Kopfhaar bei Pediculosis ab einem Alter von 6 Monaten 
zugelassen (Pariser et al., 2012).
Ivermectin ist  ein oral  bioverfügbarer,  semisynthetischer Stoff,  der aus einer Gruppe von 
Naturstoffen, den Avermectinen, gewonnen wird. Diese wiederum werden von bestimmten 
Actinomyceten gebildet. Die antiparasitäre Wirkung beruht vorrangig auf dem Öffnen von 
Glutamat-aktivierten Chloridkanälen, welche nur in Wirbellosen gefunden werden (Cully et 
al.,  1994). In Zellen von Wirbeltieren hingegen wirkt Ivermectin als positiver allosterischer 
P2X4-Rezeptor-Modulator.  Es  interkaliert  zwischen  die  Transmemsegmente 1  und 2  des 
Rezeptors, beeinflusst direkt die Kanalöffnung und führt zu einer starken Verlangsamung der 
Deaktivierungskinetik  der  Einwärtsströme  (Khakh  et  al.,  1999b;  Silberberg  et  al.,  2007; 
Jelínkova et  al.,  2008). Initial  wurde Ivermectin  innerhalb der P2X-Rezeptoren als P2X4-
selektiv angesehen,  da keine Effekte an P2X2, P2X3, und P2X7-Rezeptoren von Nagern 
nachgewiesen werden konnten (Khakh et al., 1999b).
Unerwünschte Arzneimittelwirkungen von Ivermectin sind Fieber, Schwindel, Kopf-, Muskel- 
und  Gelenkschmerzen  sowie  Hautirritationen  bei  lokaler  Anwendung.  Insgesamt  wird  es 
jedoch sehr gut vertragen (Arzneimittelinformation Stromectol, Burkhart, 2000).
Die Neuroleptika Prochlorperazin und Trifluoperazin
Wirkstoffe  aus  der  Gruppe  der  Phenothiazine  sind  seit  vielen  Jahren  klinisch  etabliert. 
Chlorpromazin, in den frühen 1950er Jahren als „Thorazine“ auf dem Markt erschienen, war 
das erste Neuroleptikum, welches in der Psychiatrie breiten Einsatz fand und eine neue Ära 
in  der  Therapie  schizophrener  Patienten  einleitete  (Turner,  2007).  Später  fanden  viele 
weitere Wirkstoffe mit stärkeren antipsychotischen Effekten und geringeren Nebenwirkungen 
den Weg in die Klinik, darunter auch die Perazine PCP und TFP.
Die  Perazine  gehören  zu  den  typischen  Neuroleptika,  welche  im  Gegensatz  zu  den 
atypischen  (moderneren)  Neuroleptika  starke  extrapyramidal-motorische  Nebenwirkungen 
haben,  sowie  die  sog.  „Minus-Symptome“  der  Schizophrenie  nicht  abschwächen.  Ihre 
antipsychotische Wirkung erzielen sie vor allem durch einen Antagonismus an dopaminergen 
Rezeptoren,  vorzugsweise  dem Typ  D2.  Im  ZNS finden  sich  verschiedene  dopaminerge 
Projektionssysteme  mit  unterschiedlichen  Funktionen.  So  wird  eine  Hemmung  von  D2-
Rezeptoren im mesolimbisch-mesokortikalen System für die antipsychiotische Wirkung der 
Neuroleptika verantwortlich gemacht (Serretti et al., 2004). Eine Blockade im nigrostratalen 
System führt hingegen zu extrapyramidal-motorischen Störungen (EPS) (Conley und Kelly, 
2005). Wirkungen  in  der  Area  postrema  der  Medulla  oblongata  führen  zu  einem 
antiemetischen Effekt und begründen den Einsatz der Perazine bei Übelkeit, Schwindel und 
Migräne  (Singh  und  Chaturvedi,  1998;  Tanen  et  al.,  2003).  Für  die  klinischen 
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(Neben-)Wirkungen der typischen Neuroleptika von erheblicher Relevanz sind jedoch auch 
weitere Mechanismen, wie der Antagonismus an α1-adrenergen,  5-HT2A-serotonergen, H1-
histaminergen und M1-cholinergen Rezeptoren.
In den vergangenen Jahren wurde zunehmend auch über eine inflammatorische Genese von 
Schizophrenie,  Depression und anderen neuropsychiatrischen Krankheiten diskutiert  (z.B. 
Song et al., 2009; Meyer et al., 2011). Eine mögliche Wirkung der Antipsychotika über die 
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In  einem  Screening  untersuchten  wir  eine  Substanzbibliothek  mit  bereits  zugelassenen 
pharmakologischen Wirkstoffen auf ihre Wirkung auf den P2X7-Rezeptor.  Es fanden sich 
zahlreiche  P2X7-modulierende  Stoffe.  Zu  den  potentesten  inhibierenden  Modulatoren 
gehörten  die  Perazine  Prochlorperazin  (PCP)  und  Trifluoperazin  (TFP),  zu  den 
potenzierenden Wirkstoffen Clemastin. In darauf folgenden Experimenten konnte das bisher 
als  P2X4-selektiv  beschriebene  Ivermectin  zusätzlich  als  P2X7-Modulator  beschrieben 
werden. 
Clemastin – ein H1-Antihistaminikum mit P2X7-potenzierender Wirkung
Der P2X7-vermittelte Ca2+-Einstrom in HEKhP2X7 wird durch Clemastin deutlich in Richtung 
niedrigerer  ATP-Konzentrationen  verschoben.  Dies  konnte  in  elektrophysiologischen 
Experimenten  bestätigt  werden.  Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen  zwischen 
steigenden Clemastin-Konzentrationen sowie dem Ca2+-Einstrom bzw. den Einwärtsströmen 
durch  konstante  ATP-Konzentrationen  zeigten  dabei  einen  Kurvenverlauf,  der  sich  am 
besten durch die  Summe zweier  Hill-Funktionen beschreiben lässt.  Dies deutet  auf  zwei 
mögliche  Bindestellen  für  Clemastin  am  P2X7-Kanalkomplex  hin.  Die  Konzentrations-
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Wirkungs-Beziehung  von ATP in HEKhP2X7-Zellen,  ebenfalls  durch Messung intrazellulärer 
Ca2+-Konzentrationen  bzw.  Einwärtsströmen  in  Ganzzell-patch-clamp  Experimenten 
untersucht,  wird  durch die  Anwesenheit  von konstanten Clemastin-Konzentrationen  nach 
links verschoben. Die maximale ATP-Wirkung kann durch Clemastin jedoch nicht gesteigert 
werden. Es zeigt sich somit eine Potenzierung des hP2X7 durch Sensibilisierung gegenüber 
niedrigeren ATP-Konzentrationen aufgrund einer allosterischen Bindung von Clemastin am 
Rezeptorkomplex.  Die  Bindestellen  befinden sich dabei  am ehesten extrazellulär,  da  nur 
extrazellulär,  nicht  aber  intrazellulär  appliziertes  Clemastin  die  P2X7-vermittelten,  ATP-
induzierten  Ganzzellströme  verstärkt.  Auch  die  P2X7-charakteristische  Bildung  dilatierter 
Poren wird durch Clemastin beschleunigt und verstärkt. Dies konnte durch eine Erhöhung 
der NMDG+-Permeabilität  in elektrophysiologischen Experimenten sowie eine Verstärkung 
der  Yo-Pro-1-Aufnahme in  HEKhP2X7-Zellen  in  Gegenwart  von  Clemastin  gezeigt  werden. 
Elektrophysiologische  Einzelkanalmessungen  zeigten  in  Anwesenheit  von  Clemastin 
außerdem eine  Erhöhung  der  Offenwahrscheinlichkeit  und  damit  eine  Stabilisierung  des 
„Offen-Zustandes“ von P2X7-Rezeptoren. 
Der  Effekt  von  Clemastin  auf  nativ  exprimierte  P2X7-Rezeptoren  wurde  an  humanen 
Makrophagen  untersucht,  welche  durch  in  vitro-Kultivierung  von  Monozyten  gewonnen 
wurden.  Auch  hier  konnte  eine  Erhöhung  der  intrazellulären  Ca2+-Konzentration  bei 
nichtsättigenden  ATP-Konzentrationen,  eine  Verstärkung  der  ATP-vermittelten  Einwärts-
ströme sowie eine beschleunigte Yo-Pro-1-Aufnahme durch Clemastin beobachtet werden. 
Ähnliche  Effekte  ließen  sich  auch  an  murinen  Makrophagen  zeigen,  welche  aus 
Knochenmarkstammzellen bzw. der Milz von Ratten gewonnen wurden. Clemastin wirkt also 
auch an nativen P2X7-Rezeptoren des Menschen und der Ratte als positiv-allosterischer 
Modulator. 
Entsprechend  der  Beobachtung,  dass  die  Freisetzung  von  Zytokinen  in  LPS-aktivierten 
Makrophagen  P2X7-gesteuert  ist  (Ferrari  et  al.,  1997),  konnten  wir  eine  erhöhte  ATP-
vermittelte IL-1β-Sekretion in Gegenwart von Clemastin zeigen. 
Zusammenfassend  zeigen  diese  Daten,  dass  Clemastin  zu  einer  Sensibilisierung  von 
rekombinant und nativ exprimierten P2X7-Rezeptoren gegenüber dem natürlichen Agonisten 
ATP führt.  Dies  könnte  zu einer  Modulation  von Immunantworten  führen,  bei  denen  die 
makrophagenabhängige Zytokinfreisetzung eine wichtige Rolle spielt.
Ivermectin – ein speziesspezifischer, allosterischer Modulator des humanen P2X7
Bei  Experimenten  an  humanen  Makrophagen  beobachteten  wir  eine  bisher  unbekannte 
Potenzierung von P2X7-typischen Strömen durch Ivermectin. Diese Beobachtungen ließen 
sich auch im rekombinanten Expressionssystem (HEKhP2X7)  bestätigen.  Eine Potenzierung 
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der Einwärtsströme und des Ca2+-Einstroms in die Zelle durch Ivermectin war sowohl bei 
submaximalen,  als  auch  bei  sättigenden  ATP-Konzentrationen  zu  beobachten,  d.h. 
Ivermectin  verstärkte  auch  die  maximal  erreichbaren  Effekte  bei  ATP-Stimulation. 
Interessanterweise waren dagegen die NMDG+-Permeabilität und die Yo-Pro-1-Aufnahme in 
HEKhP2X7-Zellen,  als  Maß  für  die  Porendilatation,  nicht  durch  Ivermectin  potenzierbar. 
Mechanistisch  ist  dies  nicht  durch  eine  Sensibilisierung  des  Rezeptors  gegenüber 
niedrigeren  ATP-Konzentrationen  zu  erklären.  Möglich  wäre  eine  Verhinderung  der 
Rückrotation des Kanals in den geschlossenen Zustand durch Positionierung von Ivermectin-
Molekülen  zwischen  den  P2X7-Untereinheiten  und  damit  eine  Erhöhung  der  Offen-
wahrscheinlichkeit der Rezeptoren.
In  Übereinstimmung  mit  früheren  Befunden  der  Arbeitsgruppe  um Khakh  (Khakh  et  al., 
1999b und persönliche Kommunikation) konnten wir keinen nennenswerten potenzierenden 
Effekt von Ivermectin auf P2X7-Rezeptoren der Ratte oder Maus feststellen. Bisher wurde 
Ivermectin  darum  häufig  als  pharmakologisches  Werkzeug  zur  Differenzierung  zwischen 
P2X4-  und  P2X7-Rezeptoren  in  nativen  Systemen  verwendet.  Unsere  Beobachtungen 
zeigen jedoch, das bei der Interpretation einer potenzierenden Wirkung von Ivermectin an 
humanen Zellen  Vorsicht  geboten  ist,  da  hier  sowohl  P2X4-  als  auch  P2X7-Rezeptoren 
potenziert  werden.  Ivermectin  reiht  sich  damit  in  die  immer  länger  werdende  Liste  von 
speziesspezifischen allosterischen P2X7-Modulatoren ein.
Die Perazine – ZNS-gängige, potente P2X7-blockierende Substanzen 
P2X7-Rezeptoren könnten durch die Regulation der Freisetzung von Zytokinen im Gehirn 
auch einen Einfluss auf die Pathophysiologie von neuropsychiatrischen Erkrankungen wie 
der Depression oder Schizophrenie haben. Interessanterweise fielen im Screening auch zwei 
trizyklische  Antipsychotika,  die  Perazine  PCP  und  TFP,  unter  den  potentesten  P2X7-
Modulatoren auf. Sie bewirkten sowohl eine Hemmung der P2X7-vermittelten Anstiege der 
intrazellulären  Ca2+-Konzentration,  als  auch  eine  Blockade  der  P2X7-typischen  Poren-
dilatation,  gemessen  durch  die  Yo-Pro-1-Akkumulation  in  HEKhP2X7-Zellen.  Die  mittlere 
Inhibitorische Konzentration (IC50) beider Stoffe bewegt sich dabei in Bereichen zwischen 1-
2 µM. In experimentellen Therapieversuchen benutzten Sridhar et al. (1994) und Raschko et 
al.  (2000)  PCP  als  Inhibitor  von  multidrug-resistance-Proteinen.  Durch  die  intravenöse 
Applikation von PCP konnten dabei Plasmakonzentrationen um 2 µM erreicht werden. Dies 
zeigt,  dass P2X7-inhibierende Konzentrationen auch  in vivo erreicht  werden können.  Die 
P2X7-Modulation durch Perazine stellt damit eine einfache Möglichkeit dar, die Bedeutung 
dieser  Rezeptoren  auf  die  Entstehung  verschiedener  Krankheiten  mit  Hilfe  zugelassener 
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Wirkstoffe zu untersuchen. Dies gilt besonders dann, wenn eine Penetration des Wirkstoffes 
über die Blut-Hirn-Schranke notwendig sein sollte.
In  elektrophysiologischen  Experimenten  war  unter  physiologischen  Kationen-Konzen-
trationen  in  der  extrazellulären  Badlösung  ebenfalls  eine  Hemmung der  ATP-induzierten 
Einwärtströme  durch  PCP  messbar.  In  Badlösungen  mit  niedrigen  Konzentrationen 
divalenter Kationen (kein Mg2+, 0,1 mM Ca2+), zeigen sich P2X7-vermittelte Einwärtströme 
disinhibiert (Yan et al., 2011). Unter diesen Bedingungen kam es bei Ko-Applikation von PCP 
und  ATP überraschenderweise  zu einer  weiteren  Steigerung  dieser  Ströme durch akute 
Zugabe sehr niedriger Konzentrationen von PCP (EC50 ~ 5 nM). Nach Vorinkubation von 
PCP  zeigte  sich  jedoch  auch  hier  eine  Hemmung  der  Einwärtströme,  mit  ähnlicher 
Konzentrationsabhängigkeit  wie  in  den  Ca2+-  und  Yo-Pro-1-Messungen  (IC50 =  1,5 µM). 
Diese  Phänomene  lassen  sich  beispielsweise  durch  die  Existenz  zweier  unabhängiger 
Bindestellen  erklären.  Da  niedrige  divalente  Kationen-Konzentrationen  jedoch  keinen 
physiologischen  Zustand  darstellen,  ist  unter  in  vivo-Bedingungen  lediglich  von  einer 
Hemmung des P2X7 durch die Neuroleptika auszugehen.
Messungen in humanen Makrophagen bestätigten die Hemmung des ATP-induzierten Ca2+-
Einstroms,  der  Yo-Pro-1-Permeabilität  und der  Ganzzell-Einwärtströme.  Die  Wirkung von 
PCP  als  P2X7-inhibierender  Modulator  konnte  somit  auch  an  nativen  humanen  P2X7-
Rezeptoren  gezeigt  werden.  Jedoch  waren  weder  rekombinant  exprimierte  P2X7-
Rezeptoren der Ratte oder Maus, noch native P2X7-Rezeptoren in Astrozyten der Ratte oder 
Makrophagen  aus  dem  Knochenmark  von  Mäusen  durch  PCP  oder  TFP  mit  ähnlicher 
Potenz hemmbar. Die Perazine sind somit potente, aber wiederum speziesselektiv wirkende 
allosterische Modulatoren des humanen P2X7-Rezeptors.
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  konnte  gezeigt  werden,  dass  bereits  bekannte  Wirkstoffe  als 
potente  P2X7-Modulatoren  fungieren.  Clemastin  und  Ivermectin  stellen  dabei  positive 
allosterische P2X7-Modulatoren dar, die Phenothiazine PCP und TFP inhibieren die ATP-
induzierte  P2X7-Aktivität.  Aufgrund  ihres  langjährigen  klinischen  Einsatzes  stehen  diese 
Substanzen  unmittelbar  für  weitere  in-vivo-Untersuchungen  zur  Verfügung.  Da  P2X7-
Rezeptoren an zahlreichen pathophysiologischen Prozessen beteiligt sind, kommen sowohl 
P2X7-potenzierende,  als  auch  P2X7-inhibierende  Substanzen  als  potenzielle  Pharmaka 
infrage.  So  könnte  eine  Rezeptoraktivierung  in  Makrophagen,  möglicherweise  durch 
Clemastin  oder  Ivermectin,  den  Verlauf  der  Tuberkulose  positiv  beeinflussen.  Eine 
Hemmung der P2X7-vermittelten Mikrogliaaktivierung im ZNS nach einem Apoplex  bringt 
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